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摘要 :目的 探讨 钙 / 钙 调 蛋 白 依赖 的 蛋白 激酶 (CaMKID) 在 离 体 心脏 缺 血 再 灌注 (IR) 损 伤 中 的 作用 和 可 能 机 制 。 方 法 采用 大 
鼠 离 体 心脏 缺 血 再 灌注 (IR 45 min/120 min) 模 型 ,将 40 只 大 鼠 随 机 分 为 对 照 组 (Control) .KN-93 药 物 对 照 组 (2.5 umol/L KN- 
93) IR 组 和 CaMKII 特 异性 抑制 剂 KN-93 干预 缺 血 再 灌注 组 (KN-93+IR) ,以 左 室 心 脏 功能 、 冠 脉 流出 液 中 乳酸 脱氧 酶 (LLDHD) 
活性 和 心肌 肌 钙 蛋白 (cTn 了 ) 含 量 ,心肌 梗死 面积 评价 心脏 损伤 程度 , Western-blot 检 测 CaMKII 磷 酸化 (p-CaMKIID .CaMKII 氧 
化 (ox-CaMKIT) 和 PLN 磷 酸化 (p-PLN) 蛋 白 的 表达 ,试剂 盒 检 测 线粒体 超 氧化 物 歧化 酶 (SOD) 的 活性 和 丙 二 醋 (MDA) 的 含 
量 。 结 果 与 Control 组 相 比 ,KN-93 组 各 项 指标 均 无 明显 变化 ; 芒 组 心脏 功能 线粒体 SOD 的 活性 降低 (P<0.01) ,而 心肌 梗死 面 
积 、 冠 脉 流出 液 中 LDH 活 性 和 cTnI 含 量 .p-CaMKII、ox-CaMKIT 和 p-PLN 的 表达 ,线粒体 MDA 的 含量 均 明 显 升 高 (P<0.01); 
KN-93 干 预 尽 组 可 明显 改善 心脏 功能 (P<0.01) ,增加 线粒体 SOD 活 性 , 减 小 心肌 梗死 面积 .LDH 活 性 、cTnI 含 量 .p-CaMKII、 
ox-CaMKII 和 Pp-PLN 的 表达 以 及 线粒体 MDA 含 量 (P<0.01)。 结 论 CaMKII 参 与 离 体 心脏 缺 血 再 灌注 损伤 ,抑制 CaMKII 可 通 
过 降低 线粒体 氧化 应 激进 而 减轻 离 体 心 脏 缺 血 再 灌注 损伤 。 
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Abstract: Objective To investigate the role of calcium/calmodulin-dependent protein kinase II (CaMKID in myocardial 
ischemia-reperfusion (IR) injury in isolated perfused rat heart and explore the underlying mechanisms. Methods An ischemia- 
reperfusion (IR) model was prepared using isolated rat hearts perfused with Krebs-Henseleit solution were randomly divided 
into control group, 2.5 umol/L KN-93 group, IR (induced by ischemia for 45 min followed by reperfusion for 120 min) group 
and KN-93 + IR group. The myocardial performance was evaluated by assessing the left ventricular pressure. Lactate 
dehydrogenase (LDH) activity and cTnI content in the coronary flow and the infarct size were determined to evaluate the 
myocardial injury. The phosphorylation of CaMKII (p-CaMKII) and PLN (p-PLN) and oxidation of CaMKII (ox-CaMKITI) were 
measured with Western blotting. The activity of mitochondrial superoxide dismutase (SOD) and the content of 
malondialdehyde (MDA) were determined using ELISA. Results Compared with the control group, KN-93 treatment at 
2.5 umol/L produced no significant effects on cardiac function or performance in rat hearts without IR injury. Myocardial IR 
injury significantly decreased myocardial performance and mitochondrial SOD activity in the perfused hearts (P«0.01) and 
caused significantly increased infarct size, LDH activity, cTnl content, expressions of p-CaMKII, ox-CaMKII and p-PLN, and 
also increased mitochondrial MDA content (P«0.01). KN-93 treatment at 2.5 uumol/L administered before ischemia and before 
reperfusion markedly attenuated such changes induced by ischemia and reperfusion (P«0.01) Conclusion CaMKII 
participates in myocardial IR injury in isolated rat heart, and inhibiting CaMKII can alleviate myocardial injury by relieving 
mitochondrial oxidation stress. 

Keywords: calcium/calmodulin-dependent protein kinase Il; myocardial ischemia reperfusion injury; mitochondria; 
superoxide dismutase; malondialdehyde 


心肌 缺 血 再 灌注 是 急性 心 梗 深 栓 、 冠 脉 血管 成 形 术 
和 心脏 停 跳 手术 等 心血 管 疾病 手术 治疗 中 不 可 避免 的 
过 程 “。 目 前 关于 心肌 缺 血 再 灌注 损伤 机 制 的 研究 主 
要 集中 在 钙 超 载 、 氧 化 应 激 、 细 胞 凋 亡 .炎症 反应 Lr 
体 功 能 障碍 以 及 自 咽 *™。 尺 管 有 大 量 文献 报道 了 心肌 
缺 血 再 灌注 损伤 的 机 制 ,但 临床 转化 有 限 ,应 用 价值 不 
高 ,治疗 效果 并 不 理想 。 
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钙 / 钙 调和 蛋白 依赖 的 蛋白 激酶 下 (CaMKID) 是 一 种 
多 功能 的 丝氨酸 / 苏 氨 酸 蛋 白 激 酶 ,有 a、B6 和 y 4 种 亚 
型 ,其 中 心脏 上 主要 分 布 5 亚 型 "。CaMKII 通 过 自身 
磷酸 化 或 活性 氧 (ROS) 氧 化 M281/282 位 点 激活 "*。 
激活 的 CaMKII 可 磷酸 化 工 型 钙 通 道 \ 肌 浆 网 雷诺 丁 受 体 
(RyR) 和 和 钙 泵 (SERCA2a) 调 节 心 肌 细胞 内 钙 变 化 

CaMKII 的 特异 性 抑制 剂 KN-93 ,可 与 钙 调 蛋白 
(CaMI) 竞 争 性 结合 CaMKII 的 结合 区 ,抑制 CaMKII fif) 
活性 "。 根 据 以 往 文献 的 报道 ,CaMKII 参 与 心肌 损伤 
的 机 制 主要 是 调控 工 型 钙 通 道 和 肌 质 网 功能 加 重 胞 内 
EERU ,而 对 线粒体 功能 特别 是 在 调控 线粒体 内 氧 
化 还 原 反 应 中 所 发 挥 的 作用 还 未 见报 道 。 本 研究 采用 
离 体 心脏 缺 血 再 灌注 模型 ,观察 KN-93 抑 制 CaMKII 后 
对 线粒体 氧化 应 激 损伤 的 影响 。 


1 材料 和 方法 
1.1 实验 动物 和 试剂 

40 只 健康 雄性 SD 大 鼠 购 买 于 第 四 军医 大 学 实验 
动物 中 心 ,体质 量 250~300 g。 毛 化 三 茶 基 四 和 氮 唑 
(TTC) 购 买 于 Sigma,KN-93 购 自 Tocris, 依 据 文献 确定 
其 浓度 ,乳酸 脱毛 酶 试剂 盒 .SOD 试 剂 盒 和 MDA 试 
剂 盒 均 购 于 南京 建成 生物 公司 , Cell Signaling 
Technology 公 司 购买 磷酸 化 CaMKIIL.PLN , CaMKII fil 
GAPDH fii% , Badrilla 购买 PLN-Thrl17 位 点 磷酸 化 抗 
体 ,氧化 CaMKI 抗体 购 自 Millipore。 正 常 灌流 液 
Krebs-Henseleit(KH solution) 的 成 分 和 含量 (mmol/L ) : 
NaCl 118,KC1 4.7,KHPO, 1.2,MgSO, 1.2,CaCl 1.25, 
Glucose 11, NaHCO; 25。 实 验 开始 前 45 min 用 混合 气 
体 (95% Oy5% CO;, wv) 向 正常 KH 液 中 通气 至 实验 结 
R, ETC pH AREE 7.35—7.45 ,温度 保持 在 37 Co 
1.2 方法 
1.2.1 实验 分 组 和 模型 的 制备 实验 时 ,SD 大 鼠 快 速 腹 
腔 注射 戊 巴 比 受 钠 (40 mg/kg) 和 肝素 (500 U/kg) ,麻醉 
好 后 迅速 沿 剑 突 两 侧 剪 开 胸 腔 , 暴 露 心脏 ,并 立即 取 下 
心脏 放置 于 预 冷 的 4 'C KH 液 中 。 用 0 号 线 将 保留 的 主 
动脉 根部 快速 结扎 在 Langendorff 灌 流 管 口 ,灌流 液 从 
主动 脉 口 逆行 灌注 ,灌注 压 维持 在 80 mmHg。 将 乳胶 
球 澡 刺 破 二 尖 瓣 插入 左 心室 ,通过 Labchart 7 软件 记录 
心脏 功能 。 控 制 球 填 内 液体 量 使 左 室 舍 张 示 压 保持 在 
0~5 mmHg, 使 心脏 稳定 15 min。 待 其 平衡 后 ,随机 分 
为 4 组 (n=10) :对 照 组 (Control) .KN-93 药物 对 照 组 
(KN-93) . 缺 血 再 灌注 组 (IR) 和 KN-93 干预 缺 血 再 灌注 
组 (KN-93+IR)。Control 组 正常 灌注 165 min; KN-93 
组 用 含 2.5 umol/L KN-93 的 KH 液 灌 注 6 min, 恢 复 正常 
KH 液 灌注 1$9 min; 及 组 缺 血 45 min, 再 灌注 120 min; 
KN-93--IR 组 先 用 含 2.5 umol/L KN-93 的 KH 液 处 理 
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1 min, 缺 血 45 min, 再 用 含 2.5 umol/L KN-93 的 KH 液 
处 理 5 min, 恢 复 KH 液 灌注 114 mino 
1.2.2 心脏 功能 的 监测 采用 Labchart 7 软件 ,整个 实验 
过 程 中 监测 左 室内 压 (LVP) . 左 室 收缩 峰 压 (LCVPSP) 和 
左 室 舒张 末 压 (LVEDP) 的 变化 , 左 室 发 展 压 (LLVDP) 的 
变化 采用 LVPSP 和 LVEDP 的 差 值 表示 。LVDP 和 
LVEDP 作 为 评价 心脏 功能 的 指标 。 
1.2.3 心肌 梗死 面积 的 检测 再 灌注 结束 后 ,立刻 将 心 
脏 冻 存 于 -80 "CUKAÉ 60 min; 垂 直 于 心脏 纵 轴 方向 切 成 
连续 6 片 厚度 约 为 1 mm 的 切片 , 放 入 威 有 1% TTC 
液 的 24 孔 板 中 ,37 恒温 水 浴 避 光 鲫 育 15 min;4% 多 
聚 甲醛 固定 2 d; 采 用 数码 相机 拍照 ,Image J 软件 计算 
心肌 梗死 面积 。 白 色 区 代表 梗死 心肌 ,红色 区 代表 正常 心 
肌 , 心 肌 梗 死 比例 =( 梗 死 区 面积 心肌 总 面积 )x100%。 
1.2.4 LDH 活 性 和 cTnI 的 检测 收集 各 组 心脏 再 灌注 
前 10 min 内 的 冠 脉 流出 液 ,严格 按照 南京 建成 生物 公 
司 提供 的 LDH 试 剂 合 和 cTnI 检 测试 剂 盒 说 明 书 操作 ， 
读 取 各 组 冠 脉 流出 液 的 吸光 值 并 换算 成 相应 的 LDH 
活性 。 
1.2.5 Western blot 剪 取 各 组 大 鼠 左 室 相同 重 量 的 心 
肌 组 织 , 加 入 含 蛋白 酶 抑制 剂 .磷酸 酶 抑制 剂 和 RIPA 裂 
解 液 ( 强 ) 的 混合 液 中 冰 上 裂解 30 min,12 000 g,4 CH 
心 20 min, 取 上 清 ,BCA 和 蛋白 定量 ;配制 5 % 浓 缩 股 和 
10% 分 离 胶 , 恒 压 90 V 湿 转 70 min 将 蛋白 转移 至 PVDF 
膜 ;用 TBST 配 制 5% 脱 脂 奶 粉 室温 封闭 90 min, 分 别 用 
p-CaMKII.ox-CaMKII .CaMKII\p-PLN .PLN(1:1000) 
以 及 GAPDH(1: 4000) 一 抗 4 CHAIR; 08 2X, 
TBST 洗 膜 6 次 ,5 min/ 次 ,用 HRP 标 记 的 二 抗 (1:5000) 
室温 孵育 90 min,TBST 洗 膜 6 次 ,5 min/ 次 ;ECL 显 色 ， 
曝光 后 扫描 ,用 Image J 图 像 分 析 软 件 对 各 组 条 带 进行 
灰 度 值 分 析 并 统计 ,以 GAPDH 作 为 内 参 。 
1.2.6 线粒体 SOD 活性 和 MDA 含 量 检 测 再 灌流 结束 
后 ,分 别提 取 各 组 心肌 线粒体 ,方法 如 下 :各 组 分 别称 取 
40 mg 心肌 组 织 , 放 入 盛 有 500 uL 预 冷 的 PBS 的 1.5 mL 
离心 管 中 , 在 冰 上 剪 碎 ,800 g 4 CHÙ 60 s, 弃 上 清 , 沉 
淀 中 加 入 500 uL & PMSF 的 线粒体 分 离 试剂 , 冰 上 勾 
浆 ,1000 g 4 离心 5 min, 上 清 转移 至 另 一 离心 管 中 ， 
12 000 g 4 CHO 15 min, 所 得 沉淀 即 为 线粒体 。 按 照 
南京 建成 生物 公司 提供 的 线粒体 MDA 和 SOD 试 剂 盒 
说 明 书 操作 ,检测 MDA 含 量 (nmolmg) 和 SOD 活性 
(U/mg). 
1.3 统计 学 分 析 

结果 采用 均 数 + 标准 差 表 示 ,使 用 SPSS 13.0 统 计 
软件 进行 数据 分 析 , 单 因素 方差 分 析 用 于 各 组 间 差 异 比 
较 , 两 组 之 间 的 比较 采用 Tukey 检 验 ,P<0.05 表示 差异 
具有 统计 学 意义 。 
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2 结果 
2.1 KN-93 可 改善 离 体 心 脏 缺 血 再 灌注 心脏 功能 

如 图 1 所 示 ,Control 组 和 KN-93 组 在 整个 灌注 期 
LVDP 和 LVEDP 均 无 明显 变化 , 且 两 组 之 间 差 异 无 统 
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图 1 缺 血 再 灌注 末 左 室 功 能 的 变化 
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计 学 意义 (P>0.05) ;与 Control 组 相 比 , 耻 组 心脏 缺 血 
45 min 后 再 灌注 ,LVDP 显著 降低 ,LVEDP 显著 升 高 
(P<0.01); 而 与 民 组 心脏 相 比 ,KN-93+IR 组 心脏 再 灌 
注 后 LVDP 明显 升 高 ,LVEDP 显 著 降低 (P<0.01)。 
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Fig.1 Left ventricular function of isolated rat hearts at the end of ischemia-reperfusion (IR) in each 
group. A: Recovery of left ventricular developed pressure (LVDP) at the end of reperfusion. B: Level of 
left ventricular end-diastolic pressure (LVEDP) at the end of reperfusion. **P«0.01 IR vs control, “P< 


0.01 KN-93-IR vs IR. 


2.2 KN-93 可 减少 离 体 心脏 缺 血 再 灌注 心肌 梗死 面积 
和 cTnI 的 释放 

如 图 2 所 示 ,Control 组 和 KN-93 组 心脏 未 见 梗死 
区 域 , 冠 脉 流出 液 中 LDH 活 性 和 cTnI 的 含量 很 低 ; 与 
Control 组 相 比 ,IR 组 心脏 心肌 梗死 面积 明显 增 大 , 冠 脉 
流出 液 中 LDH 活 性 和 cTnI 的 含量 明显 升 高 (P<0.01); 
而 KN-93+IR 组 心脏 心肌 梗死 面积 明显 减 小 , 冠 脉 流出 
液 中 LDH 活 性 和 cTnI 含 量 均 显著 降低 (P<0.01)。 
2.3 KN-93 可 抑制 离 体 心脏 缺 血 再 灌注 损伤 中 CaMKII 
和 PLN 的 活性 

如 图 3,Western blot 结 果 显 示 , Ej Control £HTHEU, 
KN-93 组 ox-CaMKIIL.p-CaMKII[ 和 p-PLN 的 水 平 没 有 
BH t 2 (P>0.05) ; IR ZELC IE ox-CaMKTI ffl p-CaMKII 
的 表达 明显 增加 ,其 底 物 PLN 的 磷酸 化 水 平 也 明显 增 
加 (P<0.01) ; rfj 5; IR ZH TH EG , KN-93 - IR 2H. HE ox- 
CaMKII p- CaMKII FI p- PLN 的 表达 均 明 显 降低 (P< 
0.01)。 
2.4 KN-93 可 减轻 离 体 心脏 缺 血 再 灌注 损伤 中 线粒体 
氧化 应 激 

如 图 4 所 示 ,与 Control 组 相 比 ,KN-93 组 线粒体 
SOD 活 性 和 MDA 含 量 均 没 有 明显 变化 (P>0.05);IR 组 
线粒体 SOD 活 性 明显 降低 ,MDA 含量 明显 增加 (P< 
0.01); 与 下 组 相 比 ,KN-93+IR 组 可 明显 增加 线粒体 
SOD 活 性 ,降低 MDA 含 量 (P<0.01)。 


3 讨论 


缺 血 心肌 再 灌注 是 目前 治疗 缺 血 性 心脏 病 的 最 有 


效 方法 ,然而 ,再 灌注 本 身 会 对 缺 血 心肌 造成 损伤 ,增加 
细胞 凋 亡 和 坏死 ,引起 心脏 功能 障碍 和 恶性 心律 失常 ， 
严重 影响 患者 的 预后 。 近 年 来 ,CaMKII 在 心血 管 疾病 
中 发 挥 的 重要 作用 已 经 成 为 研究 的 热点 22。 大 量 研究 
报道 CaMKII 参 与 心肌 缺 血 再 灌注 损伤 ,心肌 梗死 at 
力 衰竭 和 糖尿 病 心 肌 病 等 病理 性 过 程 的 发 生 RET 
其 机 制 主要 集中 在 CaMKII 可 增加 心肌 细胞 内 钙 超 载 
引起 损伤 ,而 对 于 心肌 内 氧化 应 激 的 作用 报道 较 少 。 

本 研究 采用 离 体 心脏 扎 血 再 灌注 模型 ,观察 了 临床 
上 反映 心脏 功能 的 相关 指标 ,如 心脏 舒 缩 功 能 ,心肌 梗 
死 面积 、 冠 脉 流出 液 中 LDH 活 性 和 cTnI 的 含量 以 评价 
心肌 损伤 程度 ,并 检测 了 CaMKII 磷 酸化 和 氧化 的 表达 
及 其 底 物 PLN 磷 酸化 水 平 的 变化 来 反映 CaMKII 活 性 ， 
进而 评价 CaMKII[ 在 心脏 缺 血 再 灌注 过 程 中 的 作用 。 
实验 结果 证 实 ,KN-93 干 预 民 后 ,可 明显 改善 心脏 功 
能 , 减 小 心肌 梗死 面积 ,降低 冠 脉 流出 液 中 LDH 活 性 和 
cTnI 的 含量 ,结果 与 以 往 的 大 量 文献 报道 一 致 * ,这 说 
明 抑 制 CaMKII 可 显著 减轻 心肌 损伤 。 同 时 ,IR 组 可 明 
显 增 加 CaMKII 磷 酸化 和 氧化 表达 ,其 底 物 PLN 的 磷酸 
化 水 平 也 明显 增加 ,而 KN-93 抑 制 CaMKII 后 ,CaMKII 
磷酸 化 和 氧化 表达 均 明 显 降低 ,PLN 磷 酸化 水 平 也 随 之 
降低 ,这 说 明 KN-93 可 同时 抑制 CaMKII 的 两 种 激活 方 
式 减 轻 IR 引 起 的 心肌 损伤 。 

线粒体 作为 心肌 细胞 内 产生 能 量 的 主要 场所 ,在 心 
肌 细 胞 能 量 代谢 过 程 中 发 挥 至 关 重 要 的 作用 。 心 肌 缺 
血 再 灌注 破坏 了 线粒体 结构 和 氧化 磷酸 化 过 程 ,增加 了 
线粒体 氧化 应 激 损伤 ,导致 氧 自 由 基 大 量 堆积 ,ATP 合 


201806.00150v1 


chinaXiv 


Control KN-93 


B 5096 7 


40% 1 


3095 ] 


20% ] 


Infarct Size (% Control) 


Q 
3s 


0% = p y 
Control KN-93 IR 


KN93+IR 


kk 


cTnI release (ng/mL) 


HH 


10 j 
0| = a 


Control  KN-93 IR KN93+IR 


成 咸 少 , 膜 通 透 性 转换 孔 开 放 , 细 胞 凋 亡 的 启动 **”。 
此 ,抑制 线粒体 氧化 应 激 可 有 效 减轻 心脏 缺 血 再 灌注 损 
伤 。SOD 活性 可 反映 线粒体 清除 氧 自 由 基 的 能 力 ,而 
MDA 含 量 可 间接 反映 脂 质 过 氧化 的 程度 。 本 实验 结果 
表明 ,离休 心脏 缺 血 再 灌注 后 ,线粒体 SOD 活性 明显 降 
低 ,MDA 含 量 却 显 著 升 高 ,说 明 线粒体 氧化 应 激 程度 明 
显 增加 ,而 KN-93 干 预 民 后 可 增加 线粒体 SOD 活 性 ， 
降低 MDA 含 量 ,这 说 明 抑 制 CaMKII 可 减轻 线粒体 氧 
化 应 激 。 

综 上 所 述 ,本 实验 进一步 明确 CaMKII 参 与 了 心脏 
缺 血 再 灌注 损伤 ,并 证 明 KN-93 抑制 CaMKII 磷 酸化 和 
氧化 激活 后 可 通过 降低 线粒体 氧化 应 激 改 善心 脏 损 伤 ， 
这 为 CaMKI 参 与 心脏 缺 血 再 灌注 损伤 提供 了 新 的 实 
验 依据 。 后 续 工 作 还 需 进 一 步 曾 明 CaMKII 磷 酸化 和 氧 
化 两 种 激活 方式 在 介 导 线粒体 氧化 应 激 中 的 不 同 作用 
及 分 子 机 制 , 这 将 为 心脏 缺 血 再 灌注 保护 提供 新 的 思路 。 
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